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Riassunto 
Parole chiave: sulpiride, cavallo, orale, endovenosa, intramuscolare, 
farmacocinetica. 
 
La sulpiride è un farmaco neurolettico appartenente alla classe delle benzamidi 
sostituite, antagonista selettivo dei recettori dopaminergici D2. 
In medicina umana viene utilizzata come antipsicotico, antidepressivo e 
antiulcerogeno mentre in medicina veterinaria come farmaco off label 
nell’induzione dell’estro e della prima ovulazione in cavalle in transito 
primaverile. 
L’obbiettivo di questo studio è stato di valutare la farmacocinetica della sulpiride 
dopo singola somministrazione orale, endovenosa e intramuscolare di 1 mg/kg 
di sulpiride in 6 cavalle, seguendo un disegno di studio a cross-over. 
La determinazione analitica è stata eseguita con HPLC-FL. 
Dallo studio è stato rilevato un valore di biodisponibilità IM media maggiore del 
100% (120%), dovuto probabilmente alla presenza di un picco anomalo 
riscontrato in due soggetti che si discosta dall’andamento della curva 
concentrazione-tempo dei restanti cavalli. La biodisponibilità PO media è 
risultata del 25-30%. 
Ciò ha portato a concludere che la via di somministrazione PO è sconsigliata 
per la sua bassa biodisponibilità mentre le somministrazioni IV e IM possono 
essere considerate equiparabili fatta eccezione per l’iniziale breve fase di 
assorbimento IM. 
Dal punto di vista farmacocinetico è suggeribile un dosaggio di 0,5 mg/kg 
somministrato ogni 12h durante i primi tre giorni per ridurre il range di 
concentrazione plasmatica fino all’ottenimento dello stato stazionario. 
 
Abstract 
Key words: sulpiride, horse, oral, intravenous, intramuscular, pharmacokinetics 
 
Sulpiride is a neuroleptic drug belonging to the substituted benzamide class. It 
works as a selective antagonist of the D2 dopamine receptors . 
It’s employed as an antipsychotic, antidepressant and antiulcerous drug in 
human medicine whereas it has an off label use in veterinary medicine to 
induce estrus and first ovulation in mares during the spring transition. 
The aim of this research has been to assess the sulpiride pharmacokinetics 
after single oral, intravenous and intramuscular administrations of 1 mg/kg to six 
mares, following a cross-over study design. 
The analytical determination has been carried out by HPLC-FL. 
The IM mean bioavailability found in the present study exceeded 100% (120%). 
It was probably due to the anomalous peak found in two subjects it leads to 
different concentration-time curve profile in the terminal phase of the curves. 
The PO average bioavailability was found out to be 25-30% 
It can be assessed that sulpiride oral administration is not recommended due to 
its low bioavailability, whereas the IV and IM administrations can be considered 
comparable except for the initial short absorption period. 
From a pharmacokinetics point of view, it might be suggested that a dose of 0.5 
mg/kg every 12 h during the first three days should be better of 1 mg/kg once a 
day in order to reduce the plasmatic concentration range until the achievement 
of a steady state. 
 
 
Alla mia fantastica famiglia 
e un dolce pensiero alla 
Dottoressa Ferrari 
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1.1 SISTEMI DOPAMINERGICI E IL RUOLO DELLA 
DOPAMINA 
 
1.1.1  La dopamina: localizzazione e meccanismi d’azione principali 
La dopamina insieme ad altri neurotrasmettitori catecolaminergici, 
quali noradrenalina e adrenalina, ha un ruolo fondamentale nel controllo delle 
funzioni vegetative, motorie e psichiche. Essi, infatti, sono i principali 
neurotrasmettitori rilasciati dai terminali delle fibre postgangliari del sistema 
simpatico periferico e dalla midollare del surrene, pertanto sono fondamentali 
nel controllo dell’attività del sistema cardiovascolare. 
Nel sistema nervoso centrale invece, questi neurotrasmettitori rappresentano 
una popolazione minoritaria delle cellule nervose, ma la loro importanza è 
documentata dall’utilità clinica di farmaci attivi su questo sistema nel 
trattamento dei disturbi della psiche, dagli effetti psichici di farmaci d’abuso e 
dal ruolo fondamentale del sistema dopaminergico nella genesi del morbo di 
Parkinson. 
Come possiamo constatare dal sistema di reazioni della figura 1 tra le 
principali funzioni fisiologiche della dopamina ritroviamo la funzione di 
precursore di noradrenalina e adrenalina. Precisamente la sintesi di queste 
catecolamine ha inizio grazie ad alcuni amminoacidi essenziali tra i quali la 
fenilalanina e la tirosina, che derivano dalle proteine presenti nella dieta e, 
specificatamente, l’assunzione di tirosina con la dieta è sufficiente per questo 
processo di sintesi, mentre la fenilalanina può essere trasformata in tirosina 
grazie all’enzima fenilalanina idrossilasi. 
Analizzando il secondo step di reazione, notiamo che è garantito da un 
secondo enzima, ovvero la tirosina idrossilasi, che porta alla formazione 
inizialmente di diidrossifenilalanina (DOPA), per idrossilazione in posizione 3 
Introduzione 
2 
 
dell’anello fenolico della tirosina e successivo rapido passaggio a dopamina 
per opera della dopa decarbossilasi, un enzima che per la sua scarsa 
specificità di substrato viene anche definito “decarbossilasi degli aminoacidi 
aromatici”, associato al piridossal fosfato come coenzima e caratterizzato da 
una localizzazione diffusa.  
Alla trasformazione di DOPA in dopamina seguono ulteriori reazioni 
enzimatiche che portano alla formazione inizialmente di noradrenalina grazie 
all’enzima dopamina beta-idrossilasi e successiva formazione di adrenalina 
attraverso l’enzima feniletanolamina N-metil transferasi. 
 
 
Figura 1: sintesi delle catecolamine. 
 
Le prime teorie sulla possibilità di un ruolo fisiologico della dopamina, 
indipendentemente dalla sua funzione di precursore di noradrenalina e 
adrenalina, furono avanzate negli anni cinquanta e successivamente, furono 
identificati nel SNC dei neuroni specifici contenenti come neurotrasmettitore 
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primario la dopamina nel sistema extrapiramidale, limbico ed ipotalamo-
ipofisario, che ha portato a definire la dopamina un importante 
neurotrasmettitore a livello del SNC, non solo per la modulazione dell’attività 
psichica e motoria, ma anche del tono dell’umore, della secrezione di alcuni 
ormoni ipofisari e, molto probabilmente, di alcune componenti dei processi 
cognitivi. 
 
1.1.2  Sistema recettoriale dopaminergico 
Sulla base dei risultati farmacologici ottenuti a partire dalla metà degli 
anni settanta, sono state individuate due tipologie di recettori dopaminergici 
quali D1 e D2, che nel tempo e con l’avvento delle nuove tecnologie 
divennero le due classi principali di un diverso numero di sottotipi recettoriali 
dopaminergici (Tab. 1). 
 
 
Tabella 1: caratteristiche biochimiche dei recettori dopaminergici 
 
Come si può notare dalla tabella 1, i due sottotipi recettoriali appartenenti alla 
famiglia D1 sono i recettori D1 e D5 che presentano caratteristiche 
farmacologiche sovrapponibili, prendendo comunque in considerazione il 
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fatto che il sottotipo recettoriale D1 è quello maggiormente espresso e diffuso, 
mentre il sottotipo D5 è prevalentemente espresso nell’ippocampo e nel 
nucleo parafascicolare del talamo. 
Per quanto riguarda i recettori della famiglia D2 sono stati individuati tre 
sottotipi diversi quali i sottotipi D2, che a sua volta si dividono in D2s e D2l, e i 
sottotipi D3 e D4. Questi presentano caratteristiche simili ma non identiche 
per quanto riguarda la localizzazione e l’intensità di espressione. I più diffusi 
e maggiormente espressi sono i recettori D2 presenti in tutte le aree di 
innervazione dopaminergica, dove rappresentano l’85-95 % dei recettori 
della famiglia D2. I recettori D3 sono invece localizzati prevalentemente nelle 
aree limbiche, quali il tubercolo olfattorio, l’ippocampo e nella pars compacta 
della sostanza nera. Infine i recettori D4 sono presenti nella corteccia, 
nell’ippocampo e nell’ipotalamo (Spano et al., 2004). 
 
1.1. 3  Il sistema dopaminergico nella schizofrenia 
Da quanto detto fin ora si può quindi dedurre come il sistema 
dopaminergico sia fortemente implicato nell’insorgenza di molte malattie 
psichiatriche tra le quali la schizofrenia, un disturbo mentale che si esprime a 
livello dei vissuti e della sofferenza individuale, dei rapporti comunicativi e 
interpersonali, dei problemi di emarginazione e di inserimento sociale 
(Pancheri, 2007). 
 Sono stati, infatti, effettuati molti studi riguardanti questa patologia, tra i quali 
alcuni di tipo farmacologico, biochimico, neuropatologico e di neuroimaging 
funzionale, che convergono verso un modello di sindrome ipodopaminergica 
frontale e iperdopaminergica striatale, al fine di poterne spiegare i vari 
sintomi. A supportare questa ipotesi sono stati presentati anche studi su ratti, 
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che suggeriscono l’esistenza di un controllo inibitorio sul tono dopaminergico 
striatale da parte della corteccia prefrontale, che modulerebbe la risposta 
sottocorticale striatale allo stress ambientale, che nell’uomo potrebbe essere 
coinvolto nella genesi dei fenomeni psicotici produttivi. 
Specificatamente le principali vie dopaminergiche individuate come 
fondamentali e aventi un ruolo funzionale nella schizofrenia e nel 
meccanismo di azione dei farmaci antipsicotici sono: 
TRATTO MESOCORTICALE: origina nell’area mesencefalica denominata 
A10 e proietta alla neocorteccia frontale ed in particolare prefrontale. Ha un 
ruolo importante nella cognizione, nella comunicazione e nell’attività sociale. 
La riduzione di attività dopaminergica a questo livello è associata ai sintomi 
negativi di schizofrenia; farmaci antidopaminegici possono peggiorare la 
funzione prefrontale producendo sintomi negativi secondari. 
TRATTO MESOLIMBICO: origina nell’area A10, dalla zona ventro-
tegmentale del mesencefalo e proietta a strutture corticali e limbiche. Ha un 
ruolo importante nei processi emotivi e mnesici, nell’attività locomotoria e nel 
comportamento motivazionale; l’iperattività dopaminergica in questa zona è 
associata a sintomi positivi di schizofrenia. 
VIE NIGROSTRIATALI: originano nella zona compatta A9 della sostanza 
nigra e proiettano principalmente ai gangli della base. Hanno un ruolo 
prevalentemente riguardante l’organizzazione motoria; farmaci antipsicotici 
classici o neurolettici che bloccano i soli recettori in questa area, inducono 
effetti extrapiramidali. 
TRATTO TUBEROINFUNDIBOLARE: collega i corpi cellulari dell’ipotalamo 
all’ipofisi. Ha un’azione sul controllo del rilascio di prolattina, e per questo 
Introduzione 
6 
 
farmaci antipsicotici a spiccata attività dopaminergica inducono 
iperprolattinemia. 
Tra i vari farmaci, in cui si ritiene sia particolarmente coinvolto il sistema 
dopaminergico, e che hanno trovato impiego terapeutico per la cura dei 
sintomi della schizofrenia, ritroviamo antipsicotici atipici come la sulpiride 
(Paoletti, 2004).  
  
1.2 LA SULPIRIDE 
La sulpiride (5-aminosulfamoyl-N-[(1-ethyl-2-pyrrolodinyl)methyl]-2-
methoxy benzamide) fa parte della classe delle benzamidi sostituite ovvero 
neurolettici atipici appartenenti ai tranquillanti maggiori. 
Attualmente in commercio in Italia sono presenti cinque benzamidi sostituite 
quali sulpiride, amisulpiride, levosulpiride, sultopride e tiapride. Le strutture 
chimiche di questi composti risultano analoghe a quelle della 
metoclopramide, prima benzamide ad essere introdotta in terapia sfruttando 
l’azione antiemetica e antidispeptica, e utilizzata da anni in ambito 
gastroenterologico contro nausea e vomito. Se usata non correttamente e 
per un tempo protratto può determinare effetti collaterali extrapiramidali, 
effetto tipico anche delle benzamidi sostituite (fig. 2.) 
 
 
Figura 2: struttura della metoclopramide 
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Tutti questi farmaci, fatta eccezione della metoclopramide, vengono utilizzati 
nella terapia di numerose forme di psicosi, di nevrosi depressive e altri 
disturbi mentali. Differentemente dai neurolettici classici come le fenotiazine, 
tiaxanteni, dibenzoazepine ecc, che sono antagonisti specifici e competitivi 
della formazione di AMPC indotto dalla dopamina, in quanto bloccanti dei 
recettori dopaminergici D1, la sulpiride e le altre benzamidi sostituite non 
hanno effetto inibitorio sull’accumulo di AMPC indotto dalla dopamina, mentre 
hanno un effetto bloccante dei recettori D2 (Marino, 1989.) 
 
1.2.1  Caratteristiche chimiche 
Come si può notare anche dalla struttura presente nella figura 3, la 
sulpiride è una base debole caratterizzata, a pH fisiologico, dalla sua forma 
ionizzata espressa attraverso due valori di pKa (pKa1= 9,00 e pKa2 = 10,19) e 
da una bassa solubilità in acqua probabilmente dovute a spiccate proprietà 
lipofiliche della molecola date in parte dalla presenza del sostituente 
solfonamidico (Bressolle et al., 1992). 
 
Figura 3: struttura della sulpiride  5- (aminosulfonil)-N-[(1-etili-2-pirrolidin)metil]-2-metoxibenzamide  
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1.2.2  Caratteristiche farmacologiche 
FARMACODINAMICA 
Come accennato precedentemente il profilo di attività recettoriale 
dopaminergica della sulpiride è altamente selettivo per il sottotipo D2, 
particolarmente evidente nell’area limbica piuttosto che in quella 
nigrostriatale, ciò spiega la scarsa insorgenza di effetti collaterali di tipo 
extrapiramidale. L’affinità della sulpiride è buona anche per i recettori D3 e 
D4, più scarsa per il sottotipo D5 e quasi nulla per i recettori D1 e per quelli del 
sistema serotoninergico, istaminico, noradrenergico e muscarinico. 
A dosaggi compresi tra 50 e 100 mg la sulpiride blocca i recettori D2 
presinaptici con un conseguente aumento della liberazione di dopamina. 
Dosaggi compresi tra 800 e 1000 mg/die sono associati invece ad un blocco 
recettoriale che interessa anche i recettori postsinaptici, agendo da 
antagonista recettoriale competitivo, e da cui deriva l’effetto antipsicotico del 
farmaco. 
FARMACOCINETICA 
Per quanto riguarda le proprietà farmacocinetiche del farmaco, 
l’assunzione orale di sulpiride è seguita da un assorbimento lento ed 
incompleto con picchi plasmatici che vengono raggiunti dopo circa 3 h, 
mentre con somministrazione intramuscolo i tempi di assorbimento variano 
tra 10 e 30 min. 
Viene assunta per via orale alla dose di 100 mg; il suo legame con le 
proteine plasmatiche è limitato e presenta stime del 40 %. Il volume di 
distribuzione è di 2,7 L/kg e l’emivita plasmatica ha tempi che variano tra 8 e 
11 h. Agli stessi dosaggi terapeutici la concentrazione plasmatica della 
sulpiride mantiene un’ampia differenza interindividuale. 
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L’eliminazione è rapida, e avviene prevalentemente nella forma immodificata 
per via renale in percentuali del 50-70 %. Nelle urine sono state osservate 
solo tracce di farmaco mentre la restante porzione viene eliminata per via 
fecale. L’80 % dell’antipsicotico viene eliminato nelle prime 24 h ma già dopo 
le prime 8 h ne viene eliminata il 50 %. 
Infine la sulpiride attraversa difficilmente la barriera ematoencefalica, infatti, 
raggiunge concentrazioni cefalorachidiane del 4-30 % rispetto a quelle 
plasmatiche. 
Da tutti questi valori si ricava una biodisponibilità del 30 % dopo 
somministrazione orale (Pancheri, 2007). 
 
1. 3 UTILIZZO DELLA SULPIRIDE IN MEDICINA UMANA 
La sulpiride, come detto precedentemente, fa parte di una classe di 
farmaci che ha trovato impiego terapeutico nella cura di molte patologie 
psichiatriche tra le quali la schizofrenia. 
L’efficacia di questo farmaco sui sintomi positivi della schizofrenia, quali 
allucinazioni, deliri, pensieri disorganizzati e agitazione, è ampliamente 
documentata, mentre rimane da chiarire se a livello dei sintomi negativi, 
ovvero mancanza di iniziativa, isolamento sociale, apatia e insensibilità 
emotiva, l’effetto terapeutico sia dato agendo su sintomi primari o su effetti 
secondari extrapiramidali del farmaco stesso. Ad ogni modo l’efficacia sulla 
sintomatologia produttiva è evidente con dosaggi giornalieri compresi tra 400 
e 1200 mg (azione data dal blocco dei recettori dopaminergici a livello 
postsinaptico), mentre a dosaggi minori compresi tra 200 e 400 mg/die, 
l’impiego diviene più specifico per la terapia della sintomatologia psicotica 
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negativa quali stati depressivi, oppure utilizzato in disturbi somatoformi come 
cenestopatie e somatizzazioni ulcerali per un effetto antivagale del farmaco 
(azione data dal blocco di recettori presinaptici con conseguente liberazione 
di dopamina), (Pancheri, 2007). 
Per quanto riguarda gli effetti collaterali, la sulpiride causa solo una debole 
fenomenologia catalettica, differentemente dai farmaci neurolettici classici 
che inducono una forte catalessia. Questa differenza farmacologica potrebbe 
essere data da due ipotetici meccanismi: il primo segue l’ipotesi che le 
benzamidi sostituite agiscano su recettori colinergici su cui i classici 
neurolettici non hanno azione; la seconda ipotesi invece si basa sul 
meccanismo dei neurolettici classici che potrebbero avere azione oltre che 
sui recettori dopaminergici a livello postsinaptico, anche su altri recettori 
cerebrali non interessati dalle benzamidi  (Marino, 1989). 
Altri effetti collaterali tipici della sulpiride sono i sintomi neurologici 
extrapiramidali di minore frequenza per influenza sui recettori a livello 
nigrostriatale, e sintomi endocrinologici, specificatamente di 
iperprolattinemia, dati dal fatto che la dopamina è il principale fattore inibitorio 
della secrezione di prolattina attraverso i recettori dopaminergici ipofisari del 
sottotipo D2, mentre i neuroni che mediano questo effetto originano nel 
nucleo arcuato dell’ipotalamo e fanno parte del sistema tubero infundibolare. 
Ovviamente, il blocco di questi recettori da parte della sulpiride provoca una 
marcata iperprolattinemia con insorgenza di amenorrea e galattorrea nella 
donna, e impotenza e ginecomastia nell’uomo (Spano et al., 2004). 
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1. 4 UTILIZZO DELLA SULPIRIDE IN MEDICINA VETERINARIA 
Nell’ambito della medicina veterinaria, specificatamente quella equina, 
la sulpiride, in quanto antagonista competitivo dopaminergico, trova 
applicazione nell’ambito della riproduzione. 
Nel corso degli anni, sono stati effettuati numerosi studi nei quali si è 
indagato sull’effettiva efficacia della somministrazione di sulpiride in cavalle 
in anestro profondo o in transito primaverile, nell’anticipare la ripresa 
dell’attività ciclica. 
L’utilizzo della sulpiride, infatti, nasce dal fatto che la cavalla è un animale 
poliestrale stagionale a giorno lungo, poiché alterna una fase di attività 
ovarica, con più cicli estrali, nel periodo primaverile ed estivo, a periodi di 
inattività ovarica nei mesi autunnali ed invernali (Ginther, 1992). 
Alle nostre latitudini, infatti, la maggior parte delle cavalle tende a ciclare da 
aprile ad ottobre, ma alcune regole imposte, prevedono che la stagione 
ufficiale di monta vada dal 15 Febbraio al 31 Luglio. Si pone quindi la 
necessità di anticipare la prima ovulazione dell’anno, che permetterebbe di 
avere più cicli a disposizione, per ottenere una o più gravidanze nel caso si 
ricorra a tecniche di riproduzione assistita, e garantirebbe alle fattrici già 
destinate all’attività sportiva di rientrare dopo lo svezzamento del puledro nel 
calendario agonistico dell’anno in corso. 
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Figura 4: fattrice in gara agonistica 
 
Inoltre molte associazioni allevatori, hanno stabilito che, nell’emisfero 
boreale, la data di nascita ufficiale dei puledri sia il primo Gennaio, 
conseguentemente i puledri nati nello stesso anno ma in mesi diversi 
inizieranno la carriera sportiva allo stesso momento (Ginther, 1992). Tutto ciò 
induce l’allevatore di cavalli a far riprodurre le fattrici prima possibile al fine di 
avere un vantaggio rispetto i puledri nati più tardi, in quanto i puledri nati 
prima risulteranno più maturi al momento delle loro prime competizioni e 
conseguentemente avranno una performance migliore rispetto i puledri nati 
successivamente (Langlois & Blouin, 1996). 
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Figura 5: rassegna fattrici con redo 
 
Tutti questi presupposti hanno portato alla creazione di nuove metodologie 
veterinarie, al fine di ottenere i risultati richiesti. Specificatamente, i metodi ad 
oggi utilizzati riguardano la stimolazione luminosa associata a vari trattamenti 
farmacologici come l’utilizzo di progestinici con GnRH o analoghi e, più 
recentemente, la somministrazione di antagonisti della dopamina tra i quali 
ritroviamo l’utilizzo della sulpiride. 
Ad avvalorare quest’ultima metodica sono stati effettuati studi che hanno 
messo in evidenza come la dopamina sia coinvolta nel complesso 
meccanismo neuro-endocrino di regolazione dell’attività riproduttiva 
stagionale delle cavalle (Nagy et al., 2000). 
Da un lavoro di Melrose e collaboratori nel 1990 emerse che la 
concentrazione di dopamina nel liquido cefalorachidiano, era più alta nel 
periodo anaovulatorio rispetto a quello della stagione riproduttiva, mentre 
risultava inversamente correlato alla concentrazione di LH circolante. 
Altri studi effettuati invece, hanno dimostrato come gli antagonisti 
dopaminergici siano in grado di anticipare l’inizio dell’attività ciclica ovarica 
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nelle cavalle in transizione primaverile, ma non nelle cavalle in anestro 
profondo, associando a tutto ciò la consapevolezza di essere di fronte a 
farmaci il cui meccanismo d’azione nel cavallo non è del tutto chiarito, e ciò 
conseguentemente ha portato ad interpretazioni controverse tra i vari autori. 
Vennero, infatti, inizialmente condotti degli studi su cavalle in anestro, 
utilizzando un antagonista della dopamina (Besognet et al., 1995; 1996; 
1997) dove venne ipotizzato che la somministrazione di un farmaco di questo 
tipo potesse esercitare un effetto positivo sulla secrezione del GnRH, 
attraverso la diminuzione dell’inibizione dopaminergica direttamente a livello 
dei neuroni secernenti GnRH. 
Successivamente, venne ipotizzato che il trattamento con antagonisti della 
dopamina su cavalle in anestro, agisse aumentando i livelli di prolattina 
circolante la quale, a sua volta, provocherebbe un incremento 
nell’espressione dei recettori per le gonadotropine sulla superficie ovarica 
(Daels & Besognet, 1998; Duchamp & Daels, 2002), e da cui si evinse che, 
in condizioni simili di secrezione di gonadotropine, le cavalle trattate con 
antagonisti dopaminergici risulterebbero più sensibili alla stimolazione da 
parte delle gonadotropine, rispetto alle cavalle non trattate, aventi una minore 
espressione dei recettori per le gonadotropine sulla superficie delle gonadi 
(Duchamp & Daels, 2002). 
Più recentemente, è stata dimostrata l’esistenza di recettori per la dopamina 
sulla superficie delle ovaie, che ha portato a supporre che l’azione del 
neurotrasmettitore e dei suoi antagonisti possa svolgersi direttamente a 
livello follicolare (King et al., 2005). 
È stato osservato inoltre che fattori ambientali come la temperatura, il 
fotoperiodo, lo stato di sviluppo follicolare e lo stress, al momento dell’inizio 
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del trattamento, possono condizionare l’efficacia di queste molecole sulla 
ripresa dell’attività ciclica (McCue et al., 1999; Daels et al., 2000; Duchamp & 
Daels, 2002). 
Duchamp & Daels (2002) condussero uno studio in cui valutarono il ruolo 
della sulpiride nella stimolazione dell’attività ovarica, utilizzando cavalle che 
erano praticamente identiche per quanto riguardava l’età, l’anamnesi 
riproduttiva, le condizioni corporee e l’esposizione al fotoperiodo. 
Nello studio furono incluse 44 cavalle in anestro che vennero divise in 22 
coppie; ciascuna coppia era costituita da cavalle che erano simili per quanto 
riguardava la storia riproduttiva, la data dell’inizio dell’anestro, i precedenti 
esperimenti a cui erano state soggette, il body score, ed il peso corporeo. Le 
cavalle furono mantenute all’interno di un ricovero, fatte uscire ogni 
pomeriggio e alimentate dando libero accesso al fieno, all’acqua e ai 
minerali. A partire dal 10 Gennaio, tutte le fattrici furono sottoposte a 
fotoperiodo artificiale di 14,5 h di luce; un membro di ciascuna coppia fu 
assegnato in maniera casuale al gruppo di trattamento. Dopo 14 giorni di 
trattamento luminoso, il 23 Gennaio, le cavalle del gruppo di trattamento 
ricevettero la sulpiride alla dose di 1 mg/Kg ciascuna per due volte al giorno 
per via intramuscolare, fino al giorno dell’ovulazione o per un massimo di 21 
giorni. L’attività ovarica fu monitorata tramite esame ecografico trans-rettale a 
giorni alterni fino alla comparsa di un follicolo di diametro pari a 30 mm, e 
successivamente ogni giorno fino all’ovulazione. 
Dallo studio emerse che in 19 su 22 coppie (86 %), le cavalle trattate con 
sulpiride ovularono prima rispetto alle cavalle non trattate, con un anticipo in 
media di 16,7 giorni. Fu, infatti, riscontrato che l’intervallo tra l’inizio della 
fotostimolazione e la prima ovulazione della stagione era significativamente 
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più corto nelle cavalle trattate rispetto a quelle non trattate. Tre su ventidue 
cavalle trattate con sulpiride ovularono più tardi rispetto all’altro membro della 
coppia.  
I risultati di questo esperimento, come quelli di molti altri studi effettuati sulla 
sulpiride, fu utile per accreditare l’ipotesi che la dopamina agisca sull’attività 
riproduttiva stagionale inducendo inoltre un aumento della secrezione di 
prolattina (Duchamp & Daels, 2002). 
Sono stati infine effettuati studi recenti presso il dipartimento di Clinica 
Veterinaria, dell’Università di Pisa, atti ad accreditare ulteriormente l’ipotesi 
riguardante l’azione della sulpiride in cavalle in transito primaverile ovvero 
caratterizzate da follicoli ovarici di dimensioni almeno di 20-25 mm, e delle 
varie influenze di fattori esterni sopra citati determinanti di alcuni risultati 
contrastanti. 
La sperimentazione è stata suddivisa in due studi: nel primo studio sono 
state utilizzate dall’inizio di gennaio, per tre anni, un gruppo di cavalle 
trottatrici destinate all’inseminazione artificiale. Le cavalle sono state scelte 
per età compresa tra 7,8-4,2 anni, valutate secondo un punteggio 
riguardante la condizione fisica e di peso corporeo definito secondo un 
preciso range, infine sono state mantenute in paddocks e sottoposte a 
fotoperiodo naturale. L’attività ovarica è stata valutata mediante palpazione 
trans-rettale e settimanale ecografia ad intervalli sempre più frequenti fino 
all’ovulazione. Alle dimensioni follicolari di 25 mm un gruppo di cavalle è 
stato trattato con 1 mg/kg ciascuno di sulpiride (Championyl) mentre un altro 
gruppo non trattato è stato utilizzato come controllo. 
Attraverso il secondo studio invece sono state analizzate 22 cavalle trottatrici 
tra i 4 e 20 anni in anestro profondo, e mantenute nelle condizioni del primo 
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studio. Anche in questo caso le cavalle aventi follicoli ovarici di 25 mm sono 
state trattate con 1 mg/kg al giorno ciascuna di sulpiride, mentre a 35 mm 
sono stati trattati con 3000 UI di hCG (Vector 2000R) per via endovenosa. 
Successivamente le 22 cavalle dello studio sono state inseminate 
artificialmente, mentre 47 cavalle (controllo) presenti nell’allevamento sono 
state inseminate artificialmente senza utilizzo di sulpiride. 
I risultati di questo studio hanno portato ad accreditare maggiormente 
l’ipotesi di un’accelerazione della prima ovulazione in cavalle trattate con 
antagonisti dopaminergici durante la transizione primaverile riducendo 
l’intervallo dal primo giorno di trattamento all’ovulazione stessa, senza 
interferenze sulla fertilità del cavallo. Secondariamente questo studio è 
servito a rafforzare l’ipotesi riguardante l’azione nulla o quasi della sulpiride 
in cavalle in anestro profondo, in quanto nel secondo studio non sono state 
riscontrate evidenti differenze neanche riguardanti le gravidanze e la 
frequenza di parto rispetto agli animali non trattati (Panzani et al., 2010). 
Possiamo quindi concludere che a seguito dei molti esperimenti effettuati in 
questi anni, la tesi più accreditata rimane la possibilità di un’azione specifica 
di farmaci antidopaminergici sull’accelerazione della prima ovulazione 
riscontrata specialmente in cavalle in transito primaverile, fatta eccezione per 
fattori esterni che ne caratterizzano l’interindividualità.
  
 
2. Scopo del lavoro 
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Questa sperimentazione ha lo scopo di studiare l’andamento farmacocinetico 
della sulpiride in cavalle destinate alla riproduzione assistita, in seguito a tre 
sperimentazioni effettuate riguardanti la somministrazione del farmaco per 
via intramuscolo, endovena e orale, al fine di determinare la migliore via di 
somministrazione e dosaggio adeguato. 
 
  
3. Materiali e metodi 
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3.1 SPERIMENTAZIONE ANIMALE ED IN LABORATORIO 
La sperimentazione è stata effettuata presso il Dipartimento di Clinica 
Veterinaria dell’Università di Pisa, Sezione Farmacologica e Tossicologica. 
 Lo studio è stato affrontato suddividendo il lavoro in tre fasi: 
1°.fase Sviluppo del metodo analitico 
2°.fase Sperimentazione animale 
3°.fase Analisi dei campioni e integrazione risultati 
 
3.1 1  Prodotti chimici e reagenti 
Standard puro al 99,9 % 
(S)- (-)-SULPIRIDE 
Sigma-Aldrich, Co., St Louis USA 
Sigma-Aldrich Chemie Gmbh Steinheim 
 
Standard interno 
METOCLOPRAMIDE 
 
Sigma-Aldrich, Co., St Louis USA 
Sigma-Aldrich Chemie Gmbh Steinheim 
 
IDROSSIDO DI SODIO Sigma. Chemie CO. St. Louis USA 
 
ETILACETATO Labscan Limited T26 Stilloergan Ind. Park, 
Co. Dublin. Ireland 
 
DICLOROMETANO Labscan Limited T26 Stilloergan Ind. Park, 
Co. Dublin. Ireland 
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METANOLO VWR International bvba/spr  
Geldenaaksebaan, Leuven 
 
H2O 
Deionizzata e filtrata 
 
 
AMMONIO ACETATO 
In forma solida cristallina 
 
Sigma-Aldrich Co. Ltd. Gillingham, UK 
Aldrich-Chemie Gmbh&co, KG, Steinheim-
Germany 
 
AC. ACETICO  
GLACIALE 
 
Gruppo Montedison, Farmitalia Carlo Erba,  
Milano 
 
ACETONITRILE VWR International bvba/spr 
Geldenaaksebaan, Leuven 
 
3.1.2  Processo di estrazione: preparazione soluzioni 
 Tampone di acetato d’ammonio 0,01M pH 5,1-5,2 
Il tampone di acetato d’ammonio utilizzato per determinare parte 
della fase mobile, alla concentrazione 0,01M è stato preparato 
pesando esattamente 0,77 g di acetato d’ammonio disciolti in 1 L di 
acqua bi-distillata milliQ sotto agitazione meccanica. La soluzione è 
stata portata a pH 5,1-5,2 aggiungendo gradualmente alcune gocce 
di acido acetico e leggendo il pH in tempo reale attraverso un 
pHmetro con elettrodo a vetro. La soluzione è stata conservata in 
frigorifero a +4°C. 
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 Miscela di estrazione 
La miscela di estrazione etilacetato/diclorometano in rapporto 5:1 è 
stata preparata misurando 250 ml di etilacetato in cilindro graduato 
da 250 e 50 ml di diclorometano attraverso un cilindro graduato da 
100 ml. 
 Preparazione NaOH 1N 
Sono stati sciolti 4 g di idrossido di sodio puro in acqua milliQ e 
portato a volume in un cilindro da 100 ml. La soluzione è stata 
trasferita in una bottiglia con tappo a vite e conservata a temperatura 
ambiente. 
 
3.1.3  Soluzioni standard e rette di taratura 
Nella prima fase in laboratorio, antecedente all’inizio della 
sperimentazione vera e propria, sono state preparate soluzioni metanoliche 
delle sostanze madri partendo dalle sostanze pure di sulpiride e di 
metoclopramide allo stato solido in polvere, e diluite in metanolo al fine di 
ottenere una concentrazione di 250 ppm (µg/ml) per ciascuna sostanza 
madre. 
Queste soluzioni metanoliche sono state conservate nel freezer di laboratorio 
a una temperatura di -20°C in tubi da 15 ml con tappo a vite usa e getta, e 
ricoperte con carta alluminio per ripararle dai danni della luce ed evitare una 
loro eventuale degradazione. 
Successivamente, sono state effettuate ulteriori diluizioni con metanolo a 
partire dalle soluzioni madri di concentrazione 250 ppm, allo scopo di 
ottenere concentrazioni a 10 ppb, 50 ppb, 125 ppb, 250 ppb, 1250 ppb, 2500 
ppb. 
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Queste nuove concentrazioni, riguardanti specificatamente la sulpiride, sono 
state aggiunte a campioni di plasma di cavallo, sono state testate attraverso 
lo strumento HPLC in ordine crescente di concentrazione e iniettate nello 
strumento per tre volte ciascuna, al fine di ottenere una retta di taratura 
conseguita attraverso il programma GraphPad Prism 4 Project versione 4.0, 
2003 (Fig. 6.) 
La retta di taratura ottenuta ha agevolato il calcolo delle concentrazioni 
dell’analita presente nei vari campioni di plasma di cavallo, a seguito di valori 
ottenuti dalle aree dei picchi presenti in cromatogrammi ricavati attraverso lo 
strumento HPLC. 
 
Figura 6: retta di taratura 
 
3.1.4  Strumentazione 
 centrifuga UNIVERSAL 320 Hettich Zentrifugen. 
 vortex VWR, VV3 
 agitatore DYNAL Sample Mixer   
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 pHmetro HANNA INSTRUMENTS HI 9219 
 HPLC: high performance liquid chromatography (Jasco) 
 
3.1.5  HPLC-FL 
In questo studio è stato usato uno strumento HPLC di tipo 
fluorimetrico dotato di una pompa HPLC Jasco PU-2089 Plus con rivelatore 
fluorimetrico Jasco FP-2020 Plus. 
La separazione dal campione dell’analita sulpiride e del suo standard interno, 
è stato eseguito tramite colonna Phenomenex Luna 5 ODS2 di lunghezza 
150 mm e diametro interno 4,6 mm. 
Le varie iniezioni sono state effettuate utilizzando un loop da 50 µl e corse da 
12 min ciascuna. 
Le condizioni di lavoro dello strumento sono state determinate in accordo con 
lo studio di Huang et al. (2001), leggermente modificato. 
Precisamente lo strumento ha lavorato secondo eluizione isocratica, flusso 
da 1,2 ml/min, gain 1000 e detector impostato per lunghezze d’onda pari a λ 
eccitazione 300 nm e λ emissione 365 nm. 
Lo strumento è stato interfacciato ad un personal computer e le aree dei 
picchi, le integrazioni e le visualizzazioni dei cromatogrammi sono stati 
ottenute attraverso il programma BORWIN JASCO. 
La fase mobile utilizzata per questo studio è stata determinata tramite 
l’utilizzo di due fasi in rapporto percentuale di 85:15. 
La fase A (85 %) di acetato d’ammonio, come descritto precedentemente, è 
stata preparata in laboratorio attraverso lo strumento pHmetro HANNA  
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INSTRUMENTS HI 9219 grazie al quale è stato possibile ottenere una 
soluzione tampone di acetato d’ammonio in soluzione acquosa a pH 5,1-5,2 
acidificata con acido acetico. 
Fase B (15 %) di acetonitrile. 
 
 
Figura 7: sistema HPLC  
 
3.1.6  Validazione del metodo 
Per la validazione del metodo HPLC-FL è stata utilizzata la linea guida 
dell’EMEA (“Guideline on validation of bioanalytical methods, 2009”). 
ACCURATEZZA: è stata dimostrata iniettando il plasma di cavalli non trattati 
farmacologicamente (bianchi). 
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VARIAZIONE INTRA-DAY E INTER-DAY: è stata determinata effettuando 
analisi ripetute dei campioni di controllo qualità (CQ) nello stesso giorno e in 
giorni differenti. 
RIPETIBILITÀ DEL METODO: è stata dimostrata confrontando i risultati 
derivanti dall’iniezione di tre campioni a tre concentrazioni diverse di 
sulpiride, per un numero totale di tre volte nello stesso giorno, nello stesso 
laboratorio, dallo stesso operatore, usando la stessa apparecchiatura e 
intervalli di tempo brevi. 
PRECISIONE INTERMEDIA: è stato eseguito lo stesso procedimento ma in 
intervalli di tempo lunghi (una volta al giorno per cinque giorni consecutivi). 
STABILITÀ A LUNGO TERMINE: è stata ottenuta confrontando le aree dei 
campioni CQ freschi con le aree dei campioni CQ aggiunti alla matrice 
organica e conservati a -20°C per 14 giorni e per 2 mesi.  
RIPRODUCIBILITÀ DEL METODO: è stata dimostrata confrontando i risultati 
ottenuti nel laboratorio di farmacologia e tossicologia di San Piero con quelli 
ottenuti dal laboratorio di Medicina Forense dell’Università di Pisa 
analizzando gli stessi campioni con lo stesso metodo, da operatori diversi, 
utilizzando apparecchiature e intervalli di tempo diversi. 
SPECIFICITÀ DEL METODO: è stata valutata confrontando i cromatogrammi 
ottenuti iniettando il bianco di plasma di cavalli non soggetto ad alcun 
trattamento farmacologico con quelli ottenuti iniettando il plasma nel quale è 
stato aggiunto concentrazioni note di analiti e tenuti a 37° per 30 min 
(metodo delle aggiunte) e quelli ottenuti analizzando i campioni di plasma di 
cavalli soggetti a trattamento farmacologico con Championyl®. 
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LOD e LOQ: la più bassa concentrazione di analita che può essere rilevata 
ma non quantificata (LOD) e la più bassa concentrazione di analita che può 
essere rilevata e quantificata (LOQ) sono state calcolate determinando il 
rapporto segnale-rumore ottenuto confrontando i segnali misurati su 
campioni contenenti concentrazioni note di sulpiride con quelle di campioni 
bianchi. In particolare il valore di concentrazione corrispondente al segnale 
più basso misurabile sul campione con la certezza che questo segnale non 
possa essere scambiato per il segnale del bianco dovuto al rumore di fondo 
(LOD) è stato calcolato nel modo seguente:  
LOD (segnale) = valore medio dei bianchi + 3 volte la deviazione 
standard dei bianchi. 
Il valore di concentrazione corrispondente al segnale misurabile sul 
campione a partire dal quale si può ragionevolmente cominciare a 
quantificare la concentrazione del campione stesso (LOQ) è stato calcolato 
nel modo seguente: 
LOQ (segnale) = valore medio dei bianchi +10 volte la deviazione 
standard dei bianchi. 
LINEARITÀ DEL METODO: l’abilità di dare risultati che sono direttamente 
proporzionali alla concentrazione degli analiti nei campioni all’interno di un 
determinato campo di validità. È stata dimostrata iniettando in HPLC-FL 
soluzioni dell’analita a sei concentrazioni note. 
Dall’area dei picchi corrispondenti è stata costruita la curva di calibrazione. 
La linearità è stata verificata attraverso il calcolo del coefficiente di 
correlazione della curva di taratura eseguita (r2). 
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Il range lineare è stato valutato determinando l'intervallo di concentrazione 
nel quale il segnale varia linearmente con la concentrazione (area 
proporzionale alla concentrazione).  
LA ROBUSTEZZA: è stata valutata evidenziando i parametri critici del 
metodo analitico come pH, temperatura, concentrazione, volatilità, stabilità in 
soluzione degli analiti, tempo di estrazione, composizione della miscela di 
estrazione, variazione della composizione di fase mobile, variazione della 
velocità del flusso e il tipo di colonna. 
 
3.1.7  Metodo per la determinazione delle concentrazioni di analita nei 
campioni 
Per questo studio è stato utilizzato il metodo dello standard interno 
metoclopramide, scelto per affinità strutturali, chimico-fisiche e di solubilità 
nei riguardi della molecola analizzata, giustificate in parte da una 
appartenenza alla medesima classe di farmaci. 
Questo metodo è servito nel processo di estrazione della sulpiride, dove la 
percentuale dello standard interno metoclopramide è risultata equivante alla 
percentuale estratta di sulpiride, e ciò ha determinato la possibilità di 
calcolare il recupero dell’ analita attraverso determinati passaggi matematici: 
1° Determinazione del rapporto tra l’area dello standard interno di 
ciascun campione e l’area della soluzione standard determinata per 
la costruzione della retta di taratura. 
2° Deteminazione del picco corrispondente al totale recupero di 
metoclopramide, e quindi di sulpiride, definito Real Area, attraverso il 
rapporto tra l’area dei picchi di sulpiride ricavati per ciascun campione 
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e la percentuale del recupero dello standard interno calcolato 
precedentemente. 
Infine sono stati ricavati i valori delle concentrazioni di sulpiride nel 
campione, inizialmente mettendo in relazione il valore di Real Area con 
l’equazione che descrive la retta di taratura (Y=2177+4484), ottenendo valori 
in µg/ml, e successivamente è stato aggiunto un fattore di correzzione di 5x, 
determinato dal fatto che la soluzione inizialmente ottenuta attraverso 
l’utilizzo di 0,25 ppm di standard interno immesso in 1 ml di plasma, 
successivamente alla estrazione, è stata riportata a volume con 200 ml di 
fase mobile, che ha determinato un ulteriore diluizione della concentrazione 
di metoclopramide immessa all’inizio dell’analisi. 
Questo valore (5x) è stato rapportato alle concentrazioni determinate 
precedentemete al fine di ottenere valori in µg/5 rappresentativi dell’effettiva 
concentrazione ricavata da ciascun campione. 
 
3.2 SPERIMENTAZIONE ANIMALE 
Per questo studio, approvato dal comitato etico di Pisa, sono state 
utilizzate 6 cavalle in cui è stato accertato lo stato di transito primaverile, ed 
alle quali è stato somministrato 1 mg/kg ciascuna di sulpiride, nome 
commerciale Championyl attraverso tre diverse vie di somministrazione: 
intramuscolo, endovena e orale. 
Il trattamento è stato realizzato secondo la teoria del quadrato latino 3x3.  
IV IM PO 
A B C 
C A B 
B C A 
 
Tabella 2: trattamento effettuato secondo la teoria del quadrato latino 3x3 
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Da come si può dedurre dalla tabella 2, questa teoria si basa sulla possibilità 
di dividere in gruppi il numero di animali utilizzati in una sperimentazione, al 
fine di ridurre al minimo gli errori derivanti da fattori esterni alla 
sperimentazione stessa. 
In questa sperimentazione, infatti, le 6 cavalle utilizzate, scelte inizialmente 
secondo criteri riguardanti la storia riproduttiva, la data dell’inizio dell’anestro, 
i precedenti esperimenti a cui erano state soggette ed il peso corporeo, sono 
state divise in tre gruppi casuali da 2 cavalle ciascuna ed effettuate le 
somministrazioni secondo lo schema riportato nella tabella 3, facendo 
intercorrere tra una fase e le altre un tempo di sette giorni. 
 
 
Figura 8: sperimentazione animale: gruppo A somministrazione IM. 
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Per quanto riguarda la via di somministrazione IM somministrata a livello del 
muscolo del collo, ed IV ,somministrata attraverso catetere immesso nella 
giugulare opposto al catetere utilizzato per i prelievi di sangue, è stato 
utilizzato il farmaco Championyl in fiale (50 mg/ml) e somministrato ad 1 
mg/kg, mentre per la somministrazione orale è stata utilizzata la forma 
farmaceutica in compresse (100 mg/cps) dello stesso farmaco e 
somministrato attraverso una sonda naso-gastrica allo stesso dosaggio a 
cavalle a stomaco vuoto. Per questa via di somministrazione sono però state 
utilizzate 5 cavalle rispetto alle 6 programmate, in quanto, per motivi non 
inerenti alla sperimentazione, una cavalla si è infortunata durante il periodo di 
wash out ed ha richiesto la somministrazione di farmaci antinfiammatori. 
Dopo la somministrazione di farmaco sono stati prelevati campioni di sangue 
ad intervalli regolari di 5-15-30-45 min 1-1,5-2-4-6-8-10 e 24 h attraverso 
catetere impiantato nella giugulare, è stata utilizzata una minima dose di 
soluzione fisiologia eparinizzata tra un prelievo e l’altro per evitare coaguli di 
sangue all’apice del catetere, ed infine il sangue prelevato, dopo aver 
scartato i primi 0,5 ml di sangue, è stato depositato in provette eparinizzate e 
portate in laboratorio per la successiva analisi. 
 
3.3 SPERIMENTAZIONE IN LABORATORIO 
L’ultima fase di questo studio riguarda l’analisi dei campioni di sangue 
ottenuti dalla sperimentazione animale. 
Precisamente, le provette eparinizzate, contenenti il sangue di cavallo, sono 
state immediatamente portate in laboratorio e centrifugate alla velocità di 
2000xg per un tempo di 5 min al fine di ottenere la separazione del plasma 
dai restanti elementi corpuscolati del sangue. 
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Il plasma ottenuto per ciascun cavallo e per ogni via di somministrazione 
studiata, è stato prelevato, immesso in provette con tappo a vite e riposto nel 
congelatore alla temperatura di -20°C, per la conservazione dei campioni. 
Successivamente è stata applicata la metodica di estrazione della sulpiride 
nel campione attraverso alcuni step di reazione secondo lo studio di Huang 
et al. (2001) leggermente modificato. 
In breve, inizialmente è stato introdotto 0,25 ppm di metoclopramide per 
ciascun campione in tubi (15 ml) con tappo a vite, è stato aggiunto 1 ml di 
plasma di cavallo e le due componenti sono state miscelate attraverso vortex 
per 30 sec. 
Successivamente sono stati aggiunti 100 µl di idrossido di sodio 1N e il tutto 
è stato nuovamente vortexato; infine sono stati aggiunti 6 ml di una soluzione 
di etilacetato e diclorometano 5:1 a cui è seguita un ulteriore miscelazione 
delle varie componenti. 
La miscela creata è stata agitata per 10 min con agitatore (60 osc/min.), e 
centrifugata sempre per 10 min alla velocità di 2000xg. 
Infine è stato prelevato il sopranatante, è stato posto a bagnomaria (circa 
40°C) in una nuova provetta pulita, ed è stato portato a secco attraverso un 
flusso di elio. Successivamente è stata aggiunta un’aliquota di 200 µl di fase 
mobile al residuo secco ottenuto, per riportare a volume il campione. 
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Figura 9: schema del processo di estrazione della sulpiride 
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L’ultima fase prevede l’analisi dei campioni estratti attraverso lo strumento 
HPLC in cui sono stati iniettati due volte ciascuno 50 µl di campione e da cui 
sono stati ricavati i cromatogrammi relativi ad ognuno. Nel caso in cui i 
campioni abbiano dimostrato una variabilità maggiore del 15 % sono stati 
iniettati una terza volta. 
Attraverso queste curve sono state determinate le aree dei picchi e 
successivamente la concentrazione di analita. Questi dati infine sono stati 
analizzati attraverso il programma Winnonlin ver 5.3, e sono stati ottenuti 
parametri farmacocinetici rappresentativi di un modello mono o bi-
compartimentale. 
 
 
 
  
 
4. Risultati 
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4.1 Sperimentazione animale 
In seguito alla somministrazione IV, IM e PO di 1 mg/kg di farmaco 
Championyl® è stato possibile affermare che i cavalli trattati non hanno 
evidenziato nessun tipo di effetto collaterale ascrivibile al farmaco. 
 
4.2 HPLC-FL: cromatogrammi 
Lo strumento HPLC-FL ha permesso di determinare cromatogrammi 
specifici per ciascun campione analizzato, al fine di effettuare analisi di tipo 
qualitativo e quantitativo per la determinazione della concentrazione di 
sulpiride nel plasma di cavallo. 
Come si può osservare dalla figura 10, inizialmente sono stati determinati 
cromatogrammi relativi alle iniezioni di plasma privo di analita e standard 
interno (bianco), caratterizzati dalla presenza di un insieme di picchi 
individuati in un range di tempo di ritenzione fino a 3 min. 
Successivamente sono state determinate curve cromatografiche della 
sulpiride e metoclopramide aggiunte al plasma di cavallo (bianco). Queste 
sono state caratterizzate da due picchi ben separati, simmetrici tra di loro e 
distanti dalle interferenze relative alla matrice. Il tempo di ritenzione della 
sulpiride è stato di 5±0,3 min mentre per lo standard interno è di 6±0,5 min 
(fig. 11) 
Sono stati ottenuti infine cromatogrammi relativi a ciascun campione (fig. 12), 
determinati attraverso corse cromatografiche da 12 min ciascuna, 
caratterizzati anche in questo caso da due picchi ben separati tra di loro 
relativi alla sulpiride e al suo standard interno e individuati a tempi di 
ritenzione analoghi a quelli riscontrati nei cromatogrammi dei campioni a 
concentrazione nota. 
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Figura 10: cromatogramma relativo al plasma di cavallo (bianco) 
 
 
Figura 11: cromatogramma relativo a campioni di plasma di cavallo aggiunto con concentrazioni note 
di sulpiride (25 ppm) e metoclopramide (0,25 ppm) 
 
 
Figura 12: cromatogramma relativo a campioni di plasma di cavallo in seguito a trattamento (prelievo a 
1,5 h somministrazione IV) 
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La figura 13 evidenzia l’andamento della concentrazione di sulpiride nei 
campioni di plasma di cavallo dopo somministrazione di farmaco attraverso 
una della tre vie sperimentate (cavallo B, somministrazione IM). 
Precisamente il primo cromatogramma a 30 min (A) mostra un picco 
rappresentativo di una concentrazione molto elevata di sulpiride, il secondo 
cromatogramma a 2 h (B) mostra valori intermedi di concentrazione mentre a 
24 h (C) si nota la quasi totale assenza di farmaco nel campione. 
 
 
Figura 13: cromatogrammi rappresentativi dell’andamento della concentrazione di sulpiride nel plasma 
del cavallo B dopo somministrazione IM al tempo rispettivamente di 30 min (A) dove la concentrazione 
di sulpiride è estremamente elevata, 2 h (B) indicativo di valori intermedi e 24 h rappresentativo della 
minima concentrazione di sulpiride determinata (C). 
 
Da queste curve sono state determinate le aree corrispondenti a ciascun 
picco di sulpiride e metoclopramide attraverso meccanismi di integrazione tra 
il picco trovato e la linea di base del cromatogramma. 
sulpiride 
sulpiride 
sulpiride 
metoclopramide 
metoclopramide 
metoclopramide 
 metoclopramide 
A 
 metoclopramide 
C 
 metoclopramide 
B 
Risultati 
37 
 
Dall’area determinata dai vari picchi cromatografici è stato possibile 
quantificare la concentrazione di sulpiride espresse in µg/ml di plasma per 
ciascun campione attraverso calcoli matematici descritti precedentemente 
nel paragrafo 3.1.7, e dove un ruolo fondamentale è dato dalla curva di 
calibrazione. 
 
4.3 CURVE DI CALIBRAZIONE 
Alle condizioni ottimali per il metodo applicato è stato possibile 
ottenere rette di taratura (fig. 14) caratterizzate da valori determinati in 
laboratorio. 
 
 
Figura 24: retta di taratura 
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4.4 VALIDAZIONE DEL METODO 
Come accennato precedentemente per la validazione del metodo 
HPLC-FL è stata utilizzata la linea guida dell’EMEA (“Guideline on validation 
of bioanalytical methods 2009”) attraverso la quale sono stati determinati 
alcuni valori specifici relativi al metodo utilizzato: 
 Accuratezza elevata 
 Variazioni intra-inter day CV % < 7,3 %,valore determinato effettuando 
analisi ripetute dei campioni di controllo nello stesso giorno e in giorni 
differenti. 
 Metodo ripetibile in quanto i risultati derivanti dall’iniezione di tre 
campioni a tre concentrazioni diverse di sulpiride ha dato valori 
percentuali di CV % < 5,8 % 
 Metodo riproducibile in quanto gli stessi campioni (n= 3) analizzati in 
due laboratori differenti hanno dato una differenza quantitativa 
massima del 5,6 %. 
 Metodo specifico poiché non esistono impurità derivanti dalla matrice 
ai tempi di ritenzione dei due analiti. Inoltre un’analisi LC/MS dei 
campioni di cavallo trattato ha dimostrato che sotto i picchi di sulpiride 
e SI non esistono eventuali metaboliti. 
 Metodo lineare nel range da 10-12500 ng/ml  
 Il limite di quantificazione è valutato di LOQ= 10 ng/ml e il limite di 
determinazione di LOD= 3 ng/ml 
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4.5 FARMACOCINETICA 
Le concentrazioni di sulpiride calcolate per ciascun cavallo e per ogni 
via di somministrazione sperimentata, sono state infine messe in relazione al 
tempo attraverso l’utilizzo di grafici in scala logaritmica (fig. 15). 
Questo andamento dato dalle curve concentrazione-tempo è stato 
ulteriormente studiato attraverso il programma Winnonlin ver 5.3 per la 
determinazione di un modello di riferimento e di parametri farmacocinetici 
esplicativi dei grafici ottenuti. 
Precisamente per tutte e tre le vie di somministrazione la cinetica della 
sulpiride è stata descritta adeguatamente attraverso un modello di tipo bi-
compartimentale, ovvero una cinetica caratterizzato da una prima fase di 
eliminazione più veloce fino a circa 10 h e successiva fase di eliminazione 
più lenta fino alle 24 h. 
Da un’analisi più approfondita è stato riscontrato che la somministrazione IM 
di 1 mg/kg di farmaco Championyl è stata caratterizzata da una fase di 
eliminazione pressoché sovrapponibile a quella della somministrazione IV. 
L’assorbimento del farmaco è stato estremamente veloce, a picchi di Cmax 
media molto alti e a valori di biodisponibilità maggiori anche al 100 % 
particolarmente elevati nei cavalli D ed E. 
Nelle curve dei cavalli D ed E è stato inoltre determinato un secondo picco al 
tempo di circa 1,5 h che si discosta dall’andamento generico della curva. 
Per quanto riguarda la via di somministrazione orale sono state ottenute 5 
curve in quanto, come anche accennato precedentemente, la cavalla F non è 
stata utilizzata nella parte finale della sperimentazione per problematiche 
esterne allo studio. 
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Dai grafici (fig. 15) inoltre è stato riscontrato un assorbimento particolarmente 
più lento e caratterizzato da un picco di Cmax medio raggiunto a valori molto 
più bassi e in tempi nettamente più lunghi rispetto alle altre due vie di 
somministrazione, ed una biodisponibilità relativamente bassa, nel range del 
25-30 %. 
La cinetica della somministrazione PO presenta un andamento poco visibile 
solo per quanto riguarda il grafico concentrazione-tempo del cavallo C, dove 
la concentrazione plasmatica non è stata più identificabile nel plasma dopo le 
12 h circa, a confronto con gli altri cavalli dove valori di concentrazione di 
sulpiride sono stati rilevati fino alle 24 h dopo la somministrazione. 
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Figura 15a: curve concentrazione-tempo di sulpiride 1 mg/kg per cavallo A, B e C. 
F% IM= 113.3 
F% PO= 29.7  
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figura 15b: curve concentrazione-tempo di sulpiride 1 mg/kg per cavallo D, E ed F 
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Figura 16: andamento medio della curva concentrazione-tempo 
 
Attraverso questi grafici è stato possibile inoltre determinare l’andamento 
medio delle curve concentrazione-tempo di tutti i cavalli per ciascuna via di 
somministrazione in scala semilogaritmica (fig. 16) da cui si è potuto 
osservare: 
 l’andamento della somministrazione IM quasi del tutto sovrapponibile 
a quello della via IV 
  la fase di assorbimento della somministrazione IM quasi immediata e 
la fase di eliminazione caratterizzata da un picco anomalo all’incirca 
ad 1,5 h 
 l’andamento della somministrazione PO similare rispetto alle altre 2 
vie per quanto riguarda la fase di eliminazione, ma il tutto 
Picco anomalo 
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caratterizzato da concentrazioni plasmatiche significativamente più 
basse e tempi di assorbimento più lunghi  
Questi dati sono stati infine quantificati attraverso parametri farmacocinetici 
ottenuti tramite il programma Winnonlin ver 5.3, e grazie al quale è stato 
possibile osservare valori pressoché similari per quanto riguarda la 
somministrazione IV e IM, in accordo a quanto detto precedentemente, 
differenziati solo per il valore della K10,IM= 0,33±0,11 rispetto alla K10,IV= 
0,78±0,30 (1/h), (la velocità costante di eliminazione di primo ordine dal 
compartimento centrale al tessuto) più elevato nella somministrazione IV. 
Inoltre è stato possibile quantificare i valori di biodisponibilità IM F %= 120±2 
ovvero maggiori del 100 % valore nettamente superiore a quello ricavato per 
la somministrazione PO F %= 20±7. 
Per quanto riguarda la somministrazione PO è stato inoltre determinato un 
valore significativamente più basso rispetto alle restanti due vie di 
somministrazione dell’AUC, (la quantità di principio attivo presente nel flusso 
ematico in un intervallo di tempo dopo somministrazione del farmaco) 
AUCIV= 8020±1512, AUCIM= 9545±2256, AUCPO= 1785±856 (mgxh/L) e 
valori estremamente più alti per quanto riguarda la clearance ClIV= 
58,2±14,5, ClIM= 71,7±57,8, ClPO= 165±66 (mg/h/mg) e il tempo di emivita 
HLabs,IM= 0,09±0,03 e HLabs,PO= 1,02±0,23 (h). 
Infine sono stati calcolati differenti valori di concentrazione e tempo massimo 
medio significativamente diversi rispetto alla somministrazione IM:  
CmaxIM= 1497±1199, CmaxPO= 238±81 (mg/ml), Tmax,IM= 0,26±0,23, Tmax,PO= 
1,88±0,44 (h) 
  
Parameters  IV    IM    PO  
r  0,963 ± 0,017  0,974 ± 0,019  0,938 ± 0,024 
AUC (mg h/L) 8020 ± 1512  9545 ± 2256  1785
ab
 ± 856 
Cl (ml/h/kg) 58,2 ± 14,5  71,7 ± 57,8  165
ab
 ± 66 
VD  (ml/kg) 581 ± 230  952 ± 706  398 ± 224 
HL alpha (h) 0,38 ± 0,16  0,82 ± 0,73  1,03
a
 ± 0,25 
HL Beta (h) 7,0 ± 1,8  9,2 ± 1,8  6,9 ± 1,5 
K10 
(1/h) 
 0,78 ± 0,30  0,33
a 
± 0,11  0,30
a 
± 0,20 
K12  (1/h) 1,39 ± 1,45  0,75 ± 0,53  0,39
a 
± 0,14 
K21 
(1/h) 
 0,31 ± 0,21  0,27 ± 0,23  0,09 ± 0,07 
MRT (h)  6,7 ± 1,5  9,7 ± 1,8  7,0 ± 1,8 
K01 
(1/h) 
     6,6 ± 3,0  0,91
b 
± 0,28 
HL abs (h)     0,09 ± 0,03  1,02
b 
± 0,23 
Tmax 
(h) 
     0,26 ± 0,23  1,88
b 
± 0,44 
Cmax (mg/mL)     1497 ± 1199  238
b 
± 81 
F%      120 ± 24  20
b 
± 7 
 
Tabella 4: principali parametri farmacocinetici della sulpiride dopo iniezione IV e IM e PO 1mg/kg  
R
2
 = Coefficiente di correlazione; AUC=Area sotto la curva concentrazione-tempo;HL=tempo di emivita;K=costante di assorbimento o eliminazione;Tmax = Tempo al picco; 
Cmax = Concentrazione plasmatica massima; Cl = Clearance; VD = Volume di distribuzione;; MRT = Tempo medio di permanenza; F% = Biodisponibilità assoluta 
a: valore IV significativamente diverso da b, c; b: valore IM significativamente diverso da a, c.; c: valore PO significativamente diverso da a, b 
  
R
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5. Discussione 
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La sulpiride, sostanza presente in commercio già da molti anni, 
insieme ai suoi derivati come l’amisulpiride e la L-sulpiride, è stata sfruttata in 
medicina umana per i suoi effetti antipsicotici, antiulcerogeni e antidepressivi 
(Pancheri, 2007), mentre in medicina veterinaria è stata studiata in varie 
specie animali, tra le quali nel cavallo come farmaco off label, per la sua 
azione di induttore dell’estro e della prima ovulazione in cavalle in transito 
primaverile (Panzani et al., 2010). 
In letteratura sono presenti diversi studi sulla determinazione della sulpiride a 
livello quantitativo e qualitativo. A tale scopo sono state utilizzate 
principalmente tecniche colorimetriche, spettrofotometriche (Pitel et al., 1970) 
e spettrofluorimetriche (Kleimola et al, 1976), che non sono risultate 
abbastanza specifiche e sensibili per questo tipo di studio. Sono state 
impiegate tecniche di gas cromatografia risultate con gli stessi svantaggi 
delle metodiche precedenti (Frigerio et al, 1977), e saggi immunologici 
(Mizuchi et al, 1981) caratterizzati da una buona sensibilità, ma poco utilizzati 
nella comune pratica medica.  
Infine è stato adoperato lo strumento HPLC con rilevatore fluorimetrico come 
metodica che ha presentato maggiore specificità, selettività e ripetibilità 
(Nicolas et al, 1986). Questi studi hanno portato alla determinazione della 
sulpiride in campioni biologici umani (Nicolas et al, 1986; Alfredsson et al., 
1979; Bres & Bressolle, 1991; Bressolle et al., 1992.) mentre fino ad oggi, 
non sono rinvenuti metodi HPLC per la determinazione della sulpiride nel 
plasma di cavallo. 
A tal proposito il lavoro effettuato da Huang et al., (2001) è stato scelto come 
linea guida del nostro studio, in quanto ha dimostrato essere il più specifico e 
ripetibile. 
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Modificando le condizioni cromatografiche a partire dal lavoro di Huang et al., 
(2001) è stato possibile ottenere uno studio valido e affidabile per la 
determinazione della sulpiride anche nel plasma di cavallo, riducendo inoltre i 
tempi di ritenzione da un range di 20-25 min a uno di 5-6 min, sia per la 
sulpiride che per il suo standard interno, grazie a modifiche effettuate sulla 
fase mobile, dove sono stati sostituiti i componenti TEA 0,5 % a pH 4,0 e 
metanolo con un tampone di acetato di ammonio 0,01 M a pH 5,1-5,2. È 
stato inoltre modificato il flusso a 1,2 ml/min rispetto a 1,8 ml/min del lavoro 
preso in considerazione (Huang et al.,2001). 
Infine, lo SI metoclopramide è stato scelto sulla base della struttura chimica, 
stabilità in soluzione, tempo di ritenzione e valore di assorbanza in accordo 
con la letteratura (Huang et al., 2001). 
Per l’analisi farmacocinetica della sulpiride effettuata nel nostro studio, sono 
stati utilizzati alcuni lavori presenti in letteratura su varie specie animali tra i 
quali l’uomo (Imondi et al., 1978; Segura et al., 1976; Bres & Bressolle, 1991; 
Bressolle et al., 1992) come riscontro dei dati da noi ottenuti. 
La cinetica della sulpiride nel plasma di cavallo per le tre vie di 
somministrazione (IV, IM e PO) è stata meglio descritta da un modello bi-
compartimentale ed eliminazione di primo ordine, in accordo con i risultati 
ottenuti dai ricercatori Bres & Bressolle (1991) riguardanti parametri 
farmacocinetici della sulpiride da plasma e urina umana, dopo 
somministrazione IV e IM di 100 mg di sulpiride. 
La similarità di andamento delle curve concentrazione-tempo per la 
somministrazione IV e IM nel cavallo è stata riscontrata anche per l’uomo 
(Bres & Bressolle, 1991). 
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La biodisponibilità media IM (1 mg/kg) nel cavallo risulta superiore al 100 % 
(120 %) probabilmente a causa di un picco anomalo presente nella curva 
concentrazione-tempo ad 1,5 h dei cavalli D e E che porta in alcuni punti ad 
osservare concentrazioni di sulpiride nella somministrazione IM superiori a 
quella IV. Questi due cavalli infatti presentano singolarmente valori di 
biodisponibilità del 150 % . La biodisponibilità media IM (1 mg/kg) in tutti i 
cavalli esclusi D ed E risulta essere del 104 %, valore comparabile a quello 
trovato da Bres & Bressolle (1991) nel plasma umano quantificato del 
99,6±39,7 %. 
È stato possibile comparare per similarità di valori altri parametri 
farmacocinetici tra i quali, il tempo di emivita che nel cavallo risulta essere di 
HLiv= 7,0±1,8 e HLim = 9,2±1,8 (h), mentre nell’uomo è stato calcolato di 6,47 
h per la somministrazione IV e 7,17 h per la somministrazione IM; l’MRTiv è 
risultato di 6,7±1,5 e MRTim di 9,7±1,8 (h) per il cavallo, mentre nell’uomo di 
circa 8,01 per la somministrazione IV e 9,76 (h) per la IM. (Bres & Bressolle, 
1991). 
Per quanto riguarda la clearance, benché risultino valori estremamente 
diversi tra uomo e cavallo, è stato quantificato dai ricercatori Toutain & 
Bosquet-Melout, nel 2004 un fattore di correzione cavallo/uomo di circa 1,6, 
grazie al quale è stato possibile paragonare i dati di clearance delle due 
specie animali e trovare una similarità di valori. 
Bressolle et al. nel 1992, effettuarono uno studio sull’uomo riguardante la 
determinazione di sulpiride dopo somministrazione IV, IM e PO a vari 
dosaggi, messi in comparazione tra di loro. Questo studio ha permesso di 
osservare specificatamente l’andamento della somministrazione PO nel 
uomo, e di compararlo con l’andamento della somministrazione PO (1 mg/kg) 
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in compresse da 100 mg ciascuna somministrata nel cavallo, attraverso 
sonda naso-gastrica, del presente studio. 
La biodisponibilità PO media nell’uomo è stata determinata del 32,5±18,9 %, 
valore molto simile a quello da noi riscontrato nel cavallo (25-30 %). Questi 
dati presentano una minima differenza dovuta probabilmente a diversità 
anatomiche e fisiologiche tra le due specie, quali ad esempio il pH gastrico 
più acido nel cavallo, associato alla natura chimica della sulpiride (Bressolle 
et al., 1992). Precisamente in questo studio la somministrazione della 
sulpiride è avvenuta in cavalle a stomaco vuoto; ciò ha potato ad avere valori 
di pH gastrico nel cavallo ancora più bassi. Tale condizione associata alla 
basicità della sulpiride, probabilmente ha determinato una maggiore 
dissociazione della molecola nel cavallo rispetto all’uomo. Infine sono stati 
confrontati valori di Cmax media e Tmax medio riguardanti la somministrazione 
PO. Nel cavallo la Cmax è raggiunta a valori di circa 0,238±0,81 mg/L e Tmax 
di 1,88±0,44 h, gli stessi parametri per l’uomo sono stati determinati 
rispettivamente di 0,8-1,1 mg/L e 1,0 e 3,2 h. 
Bressolle et al. (1992) hanno inoltre evidenziato che la cinetica della sulpiride 
è indipendente dalla dose e le variazioni interindividuali sono risultate 
relativamente basse. Ciò è stato riscontrato anche in questo studio. 
Lavori presenti in letteratura effettuati su altre specie animali come i cani 
sono stati considerati per ulteriori comparazioni con i dati osservati nel 
plasma di cavallo. 
Nel lavoro di Fotaki et al. (2005), è stato studiato l’andamento 
concentrazione-tempo della L-sulpiride nel cane, per una comparazione con 
dati rilevati in letteratura sull’uomo. 
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Le somministrazioni sono state effettuate a stomaco pieno per eliminare il più 
possibile le differenze a livello gastrico tra cane e l’uomo, ma è stato 
riscontrato che per qualsiasi via di somministrazione utilizzata, i parametri 
farmacocinetici calcolati sono particolarmente differenti, soprattutto per 
quanto riguarda il volume di distribuzione, la costante di eliminazione, il 
Tmax, Cmax, l’AUC e la biodisponibilità PO. Nonostante non siano presenti 
studi in letteratura che mettano a confronto parametri farmacocinetici tra 
cane e cavallo, possiamo comunque ipotizzare che esista una sostanziale 
differenza tra le cinetiche delle due specie animali. 
Passando al metabolismo enzimatico, la sulpiride nell’uomo risulta essere 
metabolizzata dal CYP450 e precisamente da isoenzimi CYP2D6, CYP2C9, 
CYP2C19 e CYP1A2 (www.healthanddna.com) mentre, in uno studio 
effettuato da Niwa et al. (2004), è stato dimostrato che questa molecola a 
concentrazioni di 50-500 µM non ha effetti né stimolatori né inibitori nei 
confronti di questa classe di enzimi, stimando la frazione libera di farmaco al 
90,5 %. 
Nel cavallo non esistono studi specifici sul metabolismo della sulpiride ma è 
stata dimostrata la presenza di isoforme tra i quali il CYP1A, CYP2C, CYP2C 
e CYP2D, interessati nel metabolismo della sulpiride nell’uomo (Fink-
Gremmels, 2008). 
Non è ancora chiaro quali isoenzimi P450 siano importanti per il metabolismo 
dei farmaci nei cavalli ma è stata riscontrata un attività enzimatica del 
CYP450 di sicuro superiore ad altre specie animali (Fink-Gremmels, 2008) 
soprattutto per quanto riguarda il CYP1A1/2 (Nebbia et al., 2003). 
A partire dai dati riscontrati in letteratura, è evidenziabile una probabile 
similarità tra il processo di metabolizzazione enzimatica della sulpiride 
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nell’uomo e nel cavallo. Sebbene ulteriori studi siano necessari, se ciò fosse 
vero, si potrebbe ipotizzare che una somministrazione di sulpiride di 21 giorni 
ad 1 mg/kg non dovrebbe dare accumulo nel cavallo. 
Facendo riferimento sempre al metabolismo della sulpiride, nel nostro studio 
inoltre è stato ipotizzato che l’andamento anomalo del picco di assorbimento 
ad 1,5 h descritto precedentemente, potesse essere dovuto ad un processo 
metabolico particolare o ad un possibile metabolita al di sotto della curva 
della sulpiride, in quanto in letteratura sono presenti studi su ratti, cani e 
uomo dove è stato valutato il metabolismo di questa molecola (Sugnaux & 
Benakis, 1978). Precisamente da queste analisi è stato osservato che la 
sulpiride è caratterizzata da un elevato numero di metaboliti. Nelle urine di 
ratto e cane la quantità di metaboliti trovati non è stata significativa, mentre 
nel plasma i metaboliti sono stati anche identificati strutturalmente e 
quantificati attraverso liquid scintillation e spettrometria UV in entrambe le 
specie. Nell’uomo invece non sono stati trovati metaboliti in quantità 
significativa. 
Basandosi sui dati riscontrati in letteratura (Sugnaux & Benakis, 1978) e 
dopo ripetute analisi in laboratorio, alcuni campioni di plasma di cavallo sono 
stati portati al Dipartimento di Chimica per poterli analizzare con lo strumento 
Liquid massa ma i risultati di queste analisi hanno dimostrato l’assenza di 
metaboliti al di sotto della sulpiride. Questo risultato ha portato quindi ad 
ipotizzare che il picco anomalo ottenuto nei grafici concentrazione-tempo dei 
cavalli D ed E, potrebbe essere una conseguenza di un errore dell’operatore 
o un fattore di interindividualità particolarmente espresso; secondariamente 
sono necessari studi più approfonditi riguardanti precisamente il metabolismo 
della sulpiride nelle diverse specie animali. 
  
 
5. Conclusioni 
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Dallo studio affrontato è stato possibile concludere che: 
 La metodica utilizzata è risultata valida in accordo con i parametri 
richiesti dall’EMEA. 
 Le somministrazioni IV e IM di una dose singola 1 mg/kg di farmaco 
Championyl® hanno dimostrato caratteristiche farmacocinetiche molto 
simili. 
 La somministrazione PO è sconsigliata per la sua bassa 
biodisponibilità. 
 La possibile scelta tra somministrazione IV e IM rimarrà a discrezione 
del veterinario, con la possibilità di applicare dosi di 0,5 mg/kg ogni 12 
h per ridurre il range di concentrazione plasmatica e ottenere uno 
stato stazionario dopo 3 giorni. 
 Ulteriori studi sono stati intrapresi per ridurre il numero delle iniezioni 
nelle 3 settimane di trattamento: una nuova forma farmaceutica 
iniettabile a rilascio prolungato ha già dato buoni risultati di rilascio 
settimanale di farmaco in vitro e verrà presto testata in vivo. 
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